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RESUMEN 

Embrionesde la ranachilenaC. caudiverberase incubaron 
a diferentes pHs durante 1 92 hoi as de tratamiento iterutivo. 
A mayor aeide/ incrementd la anormalidad y la niortuli- 
dad. cornu tambien el retardo en el ritmo del desarrollo. 

Las alteraciones mas IVecuentes fueron microcefalia. 
edema, deformaciones espinales. efecto '■curling" y gran 
deterioro en el tegumento. Niveles inferiores a 4,0 resul- 
taron letales. La aeide/ critica se manifesto a pH 4.0. La 
eclosion no fue significativamente diferente en embriones 
mantenidosen solueiones a pH 6,5 (control ): 5,5; 5,0 y 4,5, 
sin embargo fue relativamenle mas alta que la de pH 44). 

Palabras claves: Anfibio. Embriones. Bioensayo. 
Toxicidad pH acido. 



INTRODUCCION 

En esios ultimos aiios ha incrementado rapida- 
mente cl conocimiemo e interes mundial por la 
naturale/a, distri hucion e importanciade las preci- 
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ABSTRACT 

Embryos of the Chilean frog C. caiulivcrhera were incubated 
at differents pHs during 192 hours of iterative treatment. 
At higher acidity was found an increment of anormality 
and mortality as well as a delay in the rate of development. 
The more frequent anomalies were microcephaly, edema, 
spinal deformities, curling effect and great injury of the 
integument. Levels of pH lower than 4,0 were lethal. The 
critical acidity was at pH 4,0. Hatching was not significantly 
different in embryos kept in solutions of pH 6,5 (control); 
5,5; 5.0 and 4,5 but it was relatively higher than at pH 4,0. 

Kyn words: Amphibian. Embryos. Bioassav. Toxicity 
Acid pH. 



pitaciones acidas o Uuvia acida y sus efectos en los 
eeosistemas terrestres y acualicos (Ravera, 1986; 
Leuven y col., 1986). La acidificacion ambiental 
ha sido reconocida cotno lino de los problemas 
mas severos de los ultimos tiempos en pafses 
industrializados de Europa y Norteamerica ( Wright 
y coL, 1976; Rough, 1976; Leuven y col., 1986; 
Pierce, 1 987), pafses en los cuales la precipitation 
de aguas acidas haprovocado efectos ad versos en 
grandesextensiones hoscosasy silvestres,alteran- 
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do poblaciones de flora y fauna (Wright y col . J 976; 
Daye y Garside, 1980; Francis, 1986; Ravera, 
1986). 

La disminucion del pH en lagos, rios y eharcos 
ha Uevado a enfoear los aspectos ccologicos de la 
biota Ifmnica (Clark y Hall, 1985; Pierce, 1987), 
pudiendo deducir que la aeidificaeion de 
eeosistemas de aguas eontinentales esta eontribu- 
yendo a cambios ffsico-qufmicos y biologicos del 
medio, cuyacomplejidadesaun diffcil deexplicar. 

En el ereeiente interes por los efeetos de la 
aeidificaeion del ambiente y su influencia sobre 
reeursos comerciales importantes del eeosistema 
(peces. bosques), los anfibios han atrafdo la aten- 
cion, ello debido a que estos animales aportan 
mueho a la diversidad ecologiea, juegan un impor- 
tante rol en la eadena alimentaria y representan un 
enlace biologieoentre el habitat acuatieo yterrestre. 
Partieularmente en los pafses del hemisferio norte 
se ha informado de una disminucion dramatiea en 
las poblaciones de anfibios, atribuyendose, entre 
otros faetores. un papel significativo al ineremento 
de acidez en las masas de agua (Pierce, 1987). 

Los anfibios exhiben un eiclo de vida comple- 
jo. Los juveniles y adultos oeupan habitats terres- 
tres mientras que la fase reproductiva de muchos 
anfibios se realiza en ambientes Ifmnicos. El 
cortejo, la oviposicion y feeundaeion ocurren en el 
agua, los huevos inician su desarrollo hacia larvas 
que eelosionan en el medio acuatieo, aquf penna- 
necen hasta metamorfoseara los estados juveniles. 
Estas eireunstancias permiten que los estados de 
vida acuatica de los anfibios se expongan directa- 
mente a la aeidificaeion en aquellas aguas conta- 
minadas. En efeeto, estudios realizados en areas 
silvestres han establecido que la aeidificaeion de 
los sitios de acoplamiento de los anfibios lleva 
inexorablemente a redueciones poblacionales o a 
moldes de distribueion restringida (Gosner y 
BIak,1957; Pough, 1976; Pough y Wilson, 1977; 
Hagstrom,1980; Leuven y eok, 1986). 

En este estudio nos ha parecido de interes 
utilizar estados embrionales de C. caudiverbera. 
anfibio ehileno ampliamente distribuido en nues- 
tras masas de aguas eontinentales, para a traves de 
un disenode laboratoriodefinirsu suseeptibilidad 
frente a niveles de pH acido que aparentemente 
hasta haee muy poeo han pasado desapereibidos 



en nuestro medio. Los resultados de este estudio 
sobre pH nos han proyectado mas alia de su pers- 
peetiva original al sugerirnos una aetividad no 
sospechada de los cambios produeidos por el pH 
en el desarrollo embrionario de C. caudiverbera , la 
eual ineluye efeetos teratogenicos. No tenemos 
antecedentes de algun estudio en nuestro pafs que 
haya considerado los efeetos del pH, utilizando 
bioensayos con espeeies eomunes en el medio 
acuatieo continental del pais. 

MATERIALES Y METODOS 

Sc utilizo embriones de posturas naturales de C. 
caudiverbera , reeoleetadasen las piletasdeerianza 
del Laboratorio de Biologfa del Desarrollo de la 
Faeultad de Ciencias Biologieas y de Reeursos 
Naturales, Universidad de Concepcion (Lat. 36° 
45' S, long. 72° 25' W). Se selecciono unapostura 
euyos embriones presentaron normal i dad y buena 
consisteneia de gelatina y pigmentacion. Al inicio 
de la experiencia los embriones se encontraban al 
estado de placa neural (Gosner, I960; Jorquera e 
Izquierdo, 1964). 

En este bioensayo se dispuso de unidades de 
eultivo con sus respeetivas replicas ( 14 en total), 
eorrespondiendo 2 para la muestra control y el 
resto para los tratamientos utilizados. Cada unidad 
se mantuvo con un volumen de 450 ml de solueion 
y 50 embriones. Las unidades control usaron agua 
filtrada proveniente de las piletas de crianza a un 
pH de 6,5 y las unidades de tratamiento una solueion 
test preparada con acido sulfurico (Merck), para 
obtener valores de pH: 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5. La 
experiencia se mantuvo bajo estas condiciones 
durante 8 dfas a temperatura ambiente y fotoperiodo 
normal. 

En el transeurso del estudio se cambio el agua 
en los controles y la solueion test cada 48 horas; el 
pH fue registrado cada 24 horas. Los efeetos 
teratogenicos se evaluaron diariamente bajo mi- 
eroscopio estereoscopico Zeiss, retirando de in- 
mediato los embriones muertos. Al final de cada 
experimento se caleulo el porcentaje de normali- 
dad, de anormalidad y de mortalidad aeumulada. 
La eclosion se registro para cada pH. Ejemplares 
de cada tratamiento se procesaron segun tecnieas 
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de microscopia electronica de barrido (SEM) para RESULTADOS 

observarse en un microscopio Siemen Etec 

Autoscan U-l, operado a 20 Kw. En la Tabla 1 y Fig. 1 se consignan los efectos 

registrados en los diferentes pH utilizados a traves 
de aproximadamente 200 horas de tratamiento al 



Tabla I. Embriones eclosionados, muertos anonnales y normales de C. cciudiverbera , expuestos a diferentes ni veles de 
pH durante aproximadamente 200 horas de tratamiento. * Nivel de pH que produjo la muerte total de los embriones antes 
de 24 horas, sin progreso en el desarrollo. 



PH 


N° Indiv. 


Eclosion 


Normalidad final 


Anormalidad Acum. 


Mortal idad acum. 


Estado Max Alcanzado 






N°. 


% 


N° 


% 


N° 


% 


N° 


% 




*3,0 


100 


- 


- 


- 


- 


- 


- 


100 


100 




3,5 


109 


3 


2,75 


- 


- 


- 


- 


109 


100 


Brote caudal 


4,0 


109 


38 


34,86 


23 


21,1 


15 


13,8 


71 


65,1 


Respuesta muscular 


4,5 


1 10 


86 


78,18 


64 


58,2 


24 


21,8 


22 


20,0 


Re spues ta muscular 


5,0 


108 


96 


88,88 


73 


67,6 


24 


22 2 


11 


10.2 


Pliegue Opercular 


5,5 


106 


106 


100,0 


85 


80,2 


20 


18,9 


1 


0,94 


Pliegue Opercular 


6,5 


108 


107 


99,1 


90 


83,3 


17 


15,7 


1 


0,92 


Pliegue Opercular 




Fig. 1 . Porcentaje de normalidad c=, anormalidadw^ yrnortalidad amrmostradapor los embriones deC. caudiverbera , 
sometidos a diferentes niveles de pH acido al termino de 192 horas de tratamiento. * Estado de desarrollo maximo 
alcanzado en cada nivel de acidez. 
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que fueron expuestos los embriones de C. 
caudiverbem desde el estado de placa neural. 

Mortalidad 

Antes de las 1 50 horas de exposicion mueren todos 
los embriones sometidos a pH 3,5. A las 48 horas 
en pHs 4,0 y 4,5 se logro una sobrevivencia sobre 
50%, aunque al finalizar la experiencia, 1 92 horas, 
el pH 4,0 ocasiono una mortalidad de 65%. 

A niveles de mayor pH disminuyo la mortali- 
dad, ello fue evidente a pH 4,5, reduciendose a un 
20% para llegar a 10% en pH 5,0 y 1% en pH 5,5 
y 6,5 (Tabla 1, Fig. 1 ). 

Eclosion- 

En pH 3.5 solo 3 embriones al estado de brote 
caudal (G.17) abandonaron las envolturas de <je- 
latina, esta eclosion precoz no fue observada en 
estados mas tempranos. En niveles mas altos los 
embriones tienden a eclosionar al estado de res- 
puesta muscular (G. 18), sin embargo a pH 4,0 los 
embriones eclosionados no alcanzan a un 35% y de 
estos muere un 78,9% despues de la eclosion 
(Tabla II). A partir del pH 4,5 los embriones 
aumentan la eclosion mas alia de un 78% (Tabla 1) 
y su mortalidad tanto despues de esta, como acu- 
mulada, disminuye notoriamente. 

Anormalidad. 

La Fig. 1 indica el porcentaje de embriones altera- 
dos en el curso del tratamiento. La exposicion a pH 
5,0 y 4,5 mostro embriones afectados, no sobrepa- 
sandoen niguncasoel 23%. Lostratamientosmas 
acidos (pHs 4,0 y 3,5) mostraron alteraciones 
drasticas, rapidas e irreversibles que causaron la 
muerte seiialada para estos casos (Figs. 1, 2 y 3; 
Tablas I y 11). Las anomalfas que se presentaron a 
traves de la experiencia pueden ser agrupadas en: 

I. Alteraciones tegumentarias. En todos los 
tratamientos, los epitelios superficiales fueron 
presentando progresivo deterioro. Esta disgrega- 
cion celular comunmente fue acompanada de 
desplazamiento de pigmento en los primeros es- 
tados (placa neural, pliegues neurales), fue crftica 
a pHs 4,0 y 4,5 (Fig. 3). Desde las primeras horas 
de tratamiento el daiio en los embriones expuestos 



Fig 2. Desviacionesespinales, curvaiurasdecuelloycola. 
deterioro celular de los tegumenlos en embriones de C. 
caudiverbem iraiados a pH 3,5 (Ay B: 22x); (C:24\). 
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Fig 3. Embriones de C. caudiverbera mostrando malformaciones en iratamiento a pH 4,0 (A y B:12x) y a pH 4,5 (C 
y D: lOx). 



Tabla ii Mortalidad en embriones de C caudiverbera , despues de la eclosion, iraiados a diferentes pHs. 



pH N° de embriones 



3.5 109 

4,0 109 

4.5 110 



Embriones eclosionados 
N° % 



3 2,75 

38 34,86 

86 78,18 



Mortalidad despues eclosion 

N° % 



3 100 

30 78,9 

22 25,6 



a bajo pH (4,0 y 3,5) fue rapido e irrecuperable. 
Aquellos embriones que eclosionaron, agudizaron 
este tipo de anomalfas epiteliales externas, aumen- 
tando su mortalidad. 



2. Retardo del Desarrollo. El retardo se manifesto 
a las 48 boras para los tratamientos de mayor 
aeidez (3,5; 4,0) y aproximadamente a las 96 boras 
para los embriones expuestos a pHs 4.5; 5,0 5,5. 
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En los niveles mas bajos abundaron embriones 
en estados que caracterizan la neurulacion tern- 
prana (placa neural, pliegues neurales, tubo neural ) 
y ladiferenciacion corporal (brote caudal), En el 
pH 4,5 se observo estados de brote caudal y 
respuesta muscular. El estadodepliegue opercular 
es alcanzado en pH 5,0, aun cuando en este 
tratamiento bubo embriones al estado de brote 
caudal. En el pH 5,5 la gran mayona de los 
embriones alcanzo un ritmode desarrollo similar 
a la de los controles (pH 6,5). 

3. Malformaciones, La Fig. 2 muestra alteracio- 
nes man ifestadas durante el transcursode la expe- 
rience en los embriones a pH 3,5. Estos al 
alcanzar el estado de brote caudal lo hacen en un 
espacio perivitelino reducido, presentando una 
serie de malformaciones, entre las cuales se dis- 
tingue, torciones del eje axial o curvaturas 
espinales que en algunos casos se presentaron 
bastante agudas. Estos embriones se caracterizan 
por microcefalia y gran retardo en la diferencia- 
cion de estructuras rostrales como ventosa y 
placas branquiales. Los ejemplares a este pH 
tambien presen tan serio deterioro en su epitelio 
externo y una evidente contraction corporal. 

En la Fig. 3 se muestra embriones sometidos a 
pHs 4,0 y 4,5 con marcada disgregacion de la 
superficie cclular, xifosis y torciones caudales 
propias del efecto ‘‘curling” (Pierce y Sikand, 
1985). En algunos embriones tratados a pH 4,5 
existe aguda lordosis y formation de mamelones 
en la region caudal y areas laterales. Estas altera- 
ciones tambien son comunes en embriones some- 
tidos a niveles superiores de acidez. 

En los embriones que alcanzaron un estado de 
desan olio mas avanzado, la cola presento desvia- 
ciones comprometiendo muchas veces a las ale- 
tas dorsal y ventral. Estos embriones tuvieron 
movimientos erraticos y dcscoordinados; la na- 
tation hacia la superficie fue practicamente nula. 

Entre las 72 y 120 horas de tratamiento, los 
embriones sometidos a niveles de pH 5,0 y 5,5 
freeuentemente presentaron defectos en la dife- 
renciacion de las branquias y region anal (Fig. 4). 
Edemas en las regiones cardfaca y abdominal, al 
terminar la experiencia, dieron a los embriones 
una apariencia globosa. 




Fig 4. Embriones de C. catuiiverbcra tratados a pH 5,0. 
(A: alteration general, 10\); (B: Malformation anal, 
40\);(C: malformation rostral. V- Ventosa, B-Branquias, 
54\). 
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Fig 5 . Normalidad cn los embriones de C. caudiverbera a traves de aproximadamente 200 horas de traiamienio a 
diferentes nivelcs de pH acido. 



Normalidad 

Considerando el tiempo de duration de la expe- 
riencia, la Figura 5 muestra la distribution del 
desarrollo normal manifestado desde el estado de 
placa neural (inicio del tratamiento) al estado de 
pliegue opercular (termino del tratamiento), al- 
canzando este ultimo a niveles de pH 5,0; 5,5 y 
control (pH 6,5). 

En las primeras 48 horas todos los niveles, 
exceptuando el pH 3,5, mantienen un desarrollo 
normal muy semejante, sin embargo a traves de las 
horas siguientes la normalidad fue dosis depen- 
diente. Lacaidamasdrastica lapresentael pH 3,5, 
los embriones que llegaron a la eclosion no fueron 



capaces de sobrellevarla. A las 192 horas los 
embriones control presentaron sobre un 80% de 
normalidad, una situacion similar se observo a pH 
5,5. La normalidad de 68% presentada en los 
embriones a pH 5.0 se alejo del pH anterior al final 
de la experiencia, sin embargo antes y durante la 
eclosion ambos tratamientos mostraron embrio- 
nes bastante normales. La situacion a pH 4.5 
estuvo muy por debajo del tratamiento a pH 5,0 
durante la eclosion. Transcurrida esta, hubo cierta 
estabilidad (58%). La tendencia normal a pH 4,0 
estuvo cercana a la de pH 4,5 antes y durante la 
eclosion, sin embargo a diferencia del pH superior 
la normalidad disminuye a un 21% al finalizar la 
experiencia. 
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DISCUSION 

Los anfibios pueden ser los animales vertebrados 
mas inmediata y directamente afectados por la 
precipitacion acida (Pough y Wilson, 1977). Su 
vulnerabilidad a esta forma de polucion deriva de 
sus habitos reproductivosy de su desarrolloen dos 
ecosistemas. 

Eli cuerpos de agua acidificados y aislados, 
estos animales son incapaces de escapar y selec- 
cionar otros habitats; Leuven y col. (1986) han 
sehalado que el exterminio total de los anfibios en 
regiones de Alemania, USA y Suecia se debena al 
bajo pH registrado en los sitios de oviposicion. 
Niveles locales de pH 4.0 y 4,5 eausaron en pocos 
afios la desaparicion de Rana temporaria , Bufo bufo 
y del total de las salamandras. 

En Chile, dos impactos ecologicos de enverga- 
dura han conmovido a las comunidades cientifica 
y publica. Uno es la actual contaminacion atmos- 
ferica de la capital del pais (Region Metropolita- 
na),engran parte productode la actividad humana, 
y mas al sur del territorio la ultima erupcion del 
volcan Lonquimay (IX Region), de origen 
netamente natural. En ambos sectores, institucio- 
nes nacionales y extranjeras han indicado concen- 
traciones elevadas de oxidos de C, Ny S. Estos 
componentes, basicos a la formation de la I lu via 
acida, permiten deducir que los ambientes natura- 
les de estas regiones estan bajando su pH (Anoni- 
mo, 1987; Ruiz y col., 1987). 

Para la mayorfa de las especies en las cuales se 
ha estudiado la tolerancia al pH acido, de sus 
embriones y larvas. la acidez cntica (50% de 
mortalidad) es a pH 4,5; para niveles inferiores a 
pH 4.0 es letal (completa mortalidad) (Pierce y 
col., 1984; Gascon y Planas, 1986; Pierce, 1987). 
Nuestros resultados nos permiten incluir a C. 
caudiverbera dentro de estas caracteristieas, con- 
siderando tanto a los embriones como a las larvas. 
En efecto, pHs inferiores a 4,0 provocaron la 
muerte de los embriones en un 100%; a pH 4,0 la 
mortalidad acumulada en aproximadamente 200 
horas de tratamiento fue de 65%; a 4,5 murio solo 
un 20%, disminuyendo a 10% y a 1 % cuando los 
tratamientos tuvieron pHs de 5,0 y 5,5 respectiva- 
mente (Tabla 1). En relation a las larvas de C. 
caudiverbera , experiencias realizadas en nuestro 



laboratorio han mostrado los efectos a estos nive- 
les de pH en larvas premetamorficas. En este caso 
las mediciones de pH registradas diariamente en 
las unidades de tratamiento siempre fueron supe- 
riores a los pHs iniciales. Esta tendencia a 
estabilizar el medio de cultivo, dada por la natura- 
leza amniostelica de las larvas, explicarfa la apa- 
rente menor sensibi 1 i dad de estas a niveles de 
acidez no tolerados por los embriones. 

La rana chilena tiene una etapa embrionaria 
aproximada de 7 a 9 dfas y una fase larval de 8 a 1 0 
meses(Hermosillay Coloina, 1985). Los embrio- 
nes se suceden muy rapidoy estan cubiertos por un 
gel hidrofflico que en cierta medida escuda al 
embrion de las acciones ambientales directas: las 
larvas ocupan el habitat acuatico por un tiempo 
prolongado, lo que les permite interaccionar acti- 
vamente con el medio, allf respiran, se alimentan 
y pueden interaccionar dfa y noche desde una 
primavera a la proxima. 

Resultados preliminares en embriones de la 
rana chilena mostraron que a pH 3,0 estos mueren 
muy pronto (24 horas) despues de exponerlos a la 
solution test. Condiciones de pH mas moderadas 
aunque letales, curvan o enrollan los embriones 
dentro de la envoltura de fecundation y no 
eclosionan (pHs 3,5 y 4,0). Estos resultados y los 
de Freda y Dunson (1985, 1986) permiten senalar 
que los embriones sometidos a pH bajo se mueren 
por ties procesos, por un lado la envoltura de 
gelatina que acompana a los individuos durante su 
etapa embrionaria y que se considera un elemento 
protector de acciones ambientales directas. pre- 
senta una capacidad considerable para secuestrar 
iones hidrogeno, a medida que la concentracion 
externa aumenta. De modoque para estos iones, la 
gelatina llega a ser un reservorio mas que una 
barrera. Esta acumulacion de iones se acentua por 
exposition continua y prolongada, pudiendo ocu- 
rrir la di fusion de estos al h'quido perivitelino a 
traves de la envoltura vitelina y/o zona radiata 
(Daye y Garside, 1980). Estos antecedentes ex- 
plicanan la patogenesis y muerte de embriones de 
C. caudiverbera y otros anfibios y de embriones y 
ale vines de peccs cuando se exponen a niveles de 
pH inferiores, estando aiin envueltos por las capas 
de gelatina. 

Un segundo factor, decisivoen la alta mortali- 
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dad a pHs extremos y mtiy connln entre las anor- 
malidadcsexhibidas por los embriones muertos, lo 
constituye el efecto ‘'curling" (ensortijamiento) 
presentado por la especie C. catuliverbera y se- 
nalado tambien por otros autores y en otras espe- 
cies (Pierce y Sikand, 1985; Clark y Hall, 1985; 
Freda y Dtinson, 1985, 1986); estaanornialidades 
critica al momento de la eclosion. El incremento 
de iones hidrogeno en el medio reduce cl volumen 
dc 1 espaci o per i v i t e 1 i n o, a 1 parecer de bi do a d i st u r- 
bios en el balance ionico (Freda y Dtinson, 1985), 
provocando contracciones y/o curvaturas en la 
morfogenesis del embrion a nivel del ctiello y/o 
cola, de tal modo que llegada la eclosion, los 
embriones qtiedan atrapados y fallan en su intento 
de abandonar las envolturas de fecundacion y 
gelatina (Fig. 2). 

Finalmente Dtinson y Connell ( 1982) han stt- 
gerido que un pH muy acido inhibe la acti vidad de 
la enzima de eclosion, prodticida por los embrio- 
nes. Estos ties factores provoearian asf altas 
mortalidades en los anfibios. 

Sin embargo, eabe seiialar el gran deterioro 
presentado por los tegumentos en los embiones de 
la rana chilena ( Fig. 3) cuando estos son expuestos 
a ni veles de pH 4,0. Si bien esto es observado antes 
de la eclosion, al prodticirse esta, el contacto 
directo con la concentracion de iones hidrogeno 
aumenta de inmediato la susceptibilidad a cam- 
bios patologicos provocando danos en celulas, 
tejidos y organos. En este sentido Daye y Garside 
(1980) atribuyen la muerte de los embriones de 
Salma salar a trastornos serios en las celulas de 
epitelios. branquias, vasos sangufneos, cerebro, 
retina, rinon y bazo. 

Aunque ntiestros restiltados, determinados con 
bioensayos de laboratorio, stigieren que el pH es 
tin factor ecologicamente importante en lagos y 
lagunas, los mecanismos de acidificacion en estos 
medios pueden estar comprometiendo a muchos 
parametros ffsico-qufmicos y biologicos que en 
estrccha correlacion lleven a la disminucion dc las 
poblacionesyalaextincion de las especies( Leuven 
y col., 1986; Geelen y Leuven. 1986; Okland y 
Okland, 1986; Pierce y Harvey, 1987; Holtze y 
Hutchinson, 1989). 
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